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1. 諸言 
 金属錯体等の小分子と DNA との相互作用につ
いての研究は，人工制限酵素や抗がん剤探索の基
礎となるため，今後の遺伝子工学の発展や新薬の
開発に重要な役割を担っている．当研究室で過去
に合成された架橋部位に不斉を有するカチオン
性サレン型シッフ塩基銅(II)錯体は，R体，S体共
に DNA とグルーブバインド型で結合し，R 体の
方が S 体よりも高い DNA 切断活性を示すことが
確認された．そこで本研究では，中心金属をニッ
ケルに変えた[Ni(MAmen)]2+ (Fig. 1) を用いて，架
橋部位の不斉が結合構造に与える影響を確認し，
DNA切断活性との相関を検討する． 
2. 実験 
2-1. エチジウムブロマイド(EB) 蛍光消光実験 
20 mMリン酸緩衝液 (pH 7.0，30 mM NaCl) を
用い 10 µM EB溶液を調製し，ct-DNAを発光強度
が飽和に達するまで加えた．その後，錯体濃度を
0 ~ 10 µMまで増加させた．得られた発光強度の
変化より，Stern-Volmer plots 1)を作成し，消光定数
Ksqを算出した． 
2-2. DNA切断実験 
pBR322 DNA，10 mM カコジル酸緩衝溶液 
(pH = 7.4)，錯体溶液, Oxoneを混合し，滅菌済み
超純水で全量を 20 µLに調製し ([pBR322 DNA] = 
5 µM，[complex] = 0.5 µM，[Oxone] = 0.5 µM) ，
37 °Cで酸化的切断反応を行った．また，DNAへ
の結合阻害剤として，メジャーグルーブ結合剤で
あるメチルグリーン及び，マイナーグルーブ結合
剤である Hoechst 33258 を用い，錯体の結合部位
の検討もあわせて行った． 
 
2-3. 
1
H NMR測定 
オリゴヌクレオチド d(CGCGAATTCGCG)2 
(ODN1) 及び d(CGCGTATACGCG)2 (ODN2) 約 2 
mMと両錯体を濃度比 r = 0 ~ 4.0 (r = [complex] / 
[ODN]) で混合し，303 K において 1 次元及び 2
次元 (NOESY) の 1H NMR測定を行った．得られ
た NOESY スペクトルから連鎖帰属法を用いて各
ODNプロトンの帰属を行い，オリゴヌクレオチド
の化学シフト値変化及び分子間 NOE の解析を行
った．試料溶液には 20 mMリン酸緩衝液 (pH 7.0，
30 mM NaCl) を用いて調整し，溶媒には 90% H2O 
/ 10% D2Oを用いた． 
 
3. 結果と考察 
3-1. DNAに対する結合親和性の評価 
EB 蛍光消光実験から Ksq を求めた結果，R 体 
(0.56) が S 体 (0.43) よりもわずかに高い値を持
つことが明らかとなった．Cu(II)錯体においても
同様の結果が得られたことから，中心金属に関係
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なく R 体の方がわずかに高い DNA 結合親和性を
持つと言える． 
 
3-2. DNA酸化的切断活性の評価 
 Oxone を酸化剤として用いた切断反応の結果を
Fig.2 に示す．R体では反応時間 35 分で Form III
を確認したが，S 体では確認されなかった．よっ
て，Ni(II)錯体も Cu(II)錯体と同様に，R体の方が
高い切断能を持つと言える．さらに，両錯体にお
いて，Hoechst 33258による阻害が確認できたこと
から，これらの錯体はマイナーグルーブに選択的
に結合し，DNAを切断していると考えられる． 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Oxidative DNA cleavage by the complexes. 
[pBR322 DNA] = 5 M, [complex] = 0.5 M, 
[Oxone] = 0.5 M, [cacodylate buffer] = 10 mM (pH 
7.0). Lane 1: DNA alone; lane 2: DNA + Oxone; lanes 
3-6: lane 2 + R isomer (5, 20, 35, 50 min); lanes 7-10: 
lane 2 + S isomer (5, 20, 35, 50 min). 
 
3-3. 結合構造解析 
 ODN1 塩基対間の水素結合を形成するイミノプ
ロトンにおいて，R 体，S 体共に濃度増加に伴い
T7，T8 の高磁場シフトが観測された．しかし，
両錯体を比較すると S体の方が小さなシフト変化
であった．ODN2 のイミノプロトンでは，R 体に
おいて T5の低磁場シフトが観測されたが，S体で
は観測されなかった．よって，R 体の方が ODN
に接近しやすいと示唆される．この結果は，消光
定数の値と一致する． 
 また，両錯体共に ODN2 のみ G2 の顕著なブロ
ードニングが観測された．これは，水とのプロト
ン交換が速いためイミノプロトンが観測され
ない末端C1-G12塩基対と同様の現象がC2-G11
塩基対にも起きていると思われる．5’末端側か
らアデニンが 2つ以上連続する配列は，その領域
に顕著な屈曲がおこるため，副溝が非常に狭くな
ることが報告されている 2, 3)．よって錯体は，
ODN1 (AATT領域)より，幅広い溝を有する ODN2 
(ATAT領域)へ深く結合するため，オリゴヌクレオ
チドの構造が大きく歪み，末端部位の水素結合が
弱くなると考えられる． 
 さらに NOESY測定では，ODN1，ODN2共に両
錯体の架橋部位のプロトンとマイナーグルーブ
側に位置するアデニン 2Hとの分子間NOEが観測
された．アデニン 2H はマイナーグルーブ中央深
くに位置するプロトンであるため，両錯体は架橋
部位からマイナーグルーブ側の AT-rich 部位を認
識すると示唆される． また，ODN2では架橋部位
に隣接する配位子 1H，2H との分子間 NOE も観
測された．これは，ODN2 のマイナーグルーブの
溝に錯体が深く結合したことを示している．  
 分子モデリングによって，錯体と ODN の結合
を確認したところ，不斉の導入により錯体分子の
歪み方に変化が出ることが明らかとなった．R 体
はグルーブの広い位置に配位子が存在するため，
錯体が深くまで結合しやすいと考えられる．架橋
部位の不斉が分子全体に影響を与えていると示
唆された． 
 
4. 結言 
 架橋部位に不斉を有する[Ni(MAmen)]2+と DNA
との相互作用について解析を行った．両錯体共に
塩基認識部位は同じだが，R 体の方が塩基対に接
近して結合すると示唆された．この親和性の違い
が切断能に影響していると考えられる．不斉を考
慮することで，塩基認識部位は同じだが，切断能
や結合親和性に差を持たすことが可能であると
明らかになった． 
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